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摘 要 CD4+ T 淋巴细胞是人体免疫缺陷病毒( HIV) 的主要感染细胞，慢性 HIV 感染者逐渐耗尽 CD4+ T
淋巴细胞，使免疫系统变弱，导致获得性免疫缺陷综合症( AIDS) ，因此，CD4+ T 淋巴细胞的数量对 HIV /
AIDS 的诊断和治疗至关重要。全球范围内 HIV /AIDS 正处于快速增长期，现有的 CD4+ T 淋巴细胞计数检
测方法由于仪器昂贵、操作复杂、检测成本高，不利于疾病诊疗的普及与推广。为实现低成本、方便、快捷的
临床检测，基于微流控芯片的 CD4+ T 淋巴细胞计数检测方法与技术的研究正日益受到人们的重视。本文
在回顾传统 CD4+ T 淋巴细胞检测方法的基础上，综述、归纳了基于微流控芯片的 CD4+ T 淋巴细胞计数方
法，在全面分析其技术特点的基础上，进一步评述了其综合性能、适用范围、及典型优缺点。最后，本文针对
基于微流控芯片的 CD4+ T 淋巴细胞计数检测技术的发展趋势及商业化应用前景进行了讨论和展望。
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Abstract CD4+ T lymphocytes are the main infected targets of the Human Immunodeficiency Virus ( HIV ) in
bodies． CD4 level will gradually decrease in HIV hosts when their immune systems are becoming more and more
weak，which finally causes Acquired Immune Deficiency Syndrome ( AIDS) ． Therefore，the number of CD4+ T
lymphocytes for HIV hosts at different stages is critical to the diagnosis and therapy of HIV /AIDS． For example，
Antiretroviral therapy ( AＲT ) normally requires four periodical CD4+ T tests in one year for clinical diagnosis
and treatment． Population with HIV /AIDS is increasing significantly all over the world in the past ten years． The
existing methods for CD4+ T lymphocyte counting are unavailable to developing countries or undeveloped areas
because of expensive devices， complicated procedures and high cost． To solve this problem，based on
microfluidic technology，new CD4+ T lymphocyte counting methods are being intensively studied for low cost，
rapid and convenient CD4+ T lymphocyte detection in the point-of-care test ( POCT ) ． After a brief introduction
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on traditional methods，this paper reviews and summarizes CD4 + T lymphocyte counting methods based on
microfluidic chips． The typical technical characteristics of chip-based CD4+ T lymphocyte counting methods are
identified and grouped，and furthermore，their general performance，application area，and major advantages with
disadvantages are discussed and evaluated in details． Finally， an outlook and conclusion for research，
development and commercialization of CD4+ T lymphocyte counting based on microfluidic chip are given after a
detailed discussion．
Key words CD4+ T lymphocyte; HIV /AIDS ; cell counting ; microfluidic chip; detection
CD4+ T lymphocyte counting for HIV /AIDS diagnosis and
therapy based on microfluidic chip
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1 引言
人类免疫缺陷病毒( HIV) 感染导致的艾滋病在
全世界所面临的态势十分严峻 ( 全球 3340 万感染
者，2009 年) ，已经进入快速增长期，这不仅仅是一大
公共卫生问题，更是一大社会问题［1］。据我国卫生部
数据，截至 2011 年底，全国已确认 HIV 感染者和艾滋
病人数达到了 78 万人［2］。人体感染了 HIV 后，涉及
的主要病理过程就是免疫系统的损害。由于 CD4+ T
淋巴细胞是 HIV 感染的主要靶细胞，CD8 + T淋巴细
胞是免疫反应的效应细胞，HIV 感染者主要临床表
现为: CD4+ T 淋巴细胞丢失，绝对数量减少，同时
CD8 + T 淋巴细胞数量增加，CD4 和 CD8 的比例失
调。慢性 HIV 感染者耗尽 CD4+ T 淋巴细胞，自身









较普及。但因其配套仪器价格高昂( ≥ $ 50 000 ) 、
操作复杂、检测成本高 ( ≥ $ 80 / test) 、操作环境要
求高等因素，难以在发展中国家，或欠发达及偏远地
区进行普及检测。这不利于与 CD4+ T 淋巴细胞计
数相关的 HIV 病程周期监测( 4 次 /年) 与抗逆转录
病毒治疗效果的评估［4，5］。为了缓解“看病难、看病
贵”的问题，全世界范围内，人们正在积极研究、寻
找新型、易操作、低成本、全自动 CD4+ T 淋巴细胞
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自上世纪 90 年代开始，微流控芯片( microfluidic










由于 CD4+ T 淋巴细胞在单位体积全血样品中
的数量范围相对稳定且显著，因此，利用细胞表面表





快速检测( point-of-care test) 的应用与推广。
依靠与细胞尺度相匹配的功能化模块，借助微
通道、微反应器形成的微流体网络，微流控芯片技术
为新型、全自动 CD4+ T 淋巴细胞计数检测方法、技
术，以及 POCT 检测系统的研究，提供了一个优势平
台［9］。这对于改善全世界范围内 HIV /AIDS 诊疗条
件具有显著意义和重要价值。
除了具有重要的临床应用价值外，从技术层面
来看，基于微流控芯片的 CD4+ T 淋巴细胞计数检






用性表现为 CD4+ T 淋巴细胞计数检测方法可以被
推广应用于其它类型细胞检测。如应用于其它淋巴
细胞，如 CD8 + T、CD3 + T 淋巴细胞的计数检测。
2 CD4+ T 淋巴细胞计数检测的临床价值与
分类
2. 1 CD4+ T 淋巴细胞计数检测的临床价值
在临床 HIV /AIDS 诊断中，血液中 CD4+ T 淋巴
细胞的绝对数值是预测免疫系统被损害程度的关键
指标。正常成年人血液中含有的 CD4+ T 淋巴细胞
大约为 1200 个 /μL，当 HIV 感染者每 μL 血液中的
CD4+ T 淋巴细胞的个数小于 200 时，可以认为其患
有 AIDS［10］。在 CD4+ T 淋巴细胞还没消耗完时采
取 抗 逆 转 录 病 毒 疗 法，即 antiretroviral therapy
( AＲT) ，可 减 少 病 毒 血 症、减 缓 变 为 AIDS 的 速
率［11］。如果建立 CD4+ T 淋巴细胞计数方法，采用
AＲT 预防法可以降低怀孕母亲向孩子传播的危险。




分比 或 CD4 /CD8 比 率 适 用 于 小 于 5 岁 的 儿 童。
表 1给出了对于不同年龄段的人群开始 AＲT 治疗
的参考阈值［13］。
表 1 不同年龄段人群开始 AＲT 治疗的参考阈值［13］
Table 1 Ｒecommended thresholds for AＲT initiation［13］
＜ 24 months 24 ～59 months 5 years ～ adult
absolute CD4
( CD4 per μL blood)
all ＜ 750 ＜ 350
% CD4
( % of total leukocytes)
all ＜ 25 N /A
2. 2 流式细胞仪 CD4+ T 淋巴细胞计数检测方法
传统的 CD4+ T 淋巴细胞计数检测，往往在流
式细胞仪上进行。流式细胞仪核心模块包括: 液路
单元、光路单元、检测单元、及数据分析单元等。图









2. 3 人工 CD4+ T 淋巴细胞计数检测方法
为了降低 CD4+ T 淋巴细胞计数检测的成本，
Anthony 等提出了一种基于血细胞计数仪和光学显
微镜的 CD4+ T 淋巴细胞手动计数方法［16］。为了克
服单核细胞和巨噬细胞的影响，先把标记 CD14 单
克隆抗体的磁珠与全血样品混合，随后，加入标记有
抗 CD4 和抗 CD8 抗体的磁珠。标记完成后，加入
红细胞裂解液。最后使用 40 × 光学显微镜，在血
细胞计 数 仪 中 实 现 肉 眼 计 数。为 了 提 高 计 数 效
率，有人研究使用 Sysmex pocH-100i 血液分析仪，
基于染色原理实现细胞计数，与流式细胞仪的相
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图 1 流式细胞仪工作原理［14］
Fig． 1 Principle of flow cytometer［14］
关性达到了 93%［17］。
Thorslund 等为了简化手动细胞计数方法，利用
毛细 管 原 理 实 现 自 动 进 样，当 血 液 流 经 微 柱 时，
CD4+ T淋巴细胞被微柱上的抗 CD4 抗体捕获，最后
由荧光显微镜检测 CD4+ T 淋巴细胞。当 CD4+ T
淋巴细胞的浓度大于 500 个 /μL 时，该方法与流式
细胞仪的相关性达到了 79%［18 ～ 20］。











欠发达或偏远地区的 POCT 型 CD4+ T 淋巴细胞计
数检测方法及装置对于改善 HIV /AIDS 的医疗环境
与条件具有重要意义［21］。





























内，高丹等利用磁珠特异性捕获 CD4+ T 淋巴细胞，
并使其均匀分散在光学检测区域，利用光学显微镜
实现了人眼手工计数［31］。人眼手工计数方法的效
Ｒeview 化 学 进 展









图 2 基于磁珠原理的 CD4+ T 淋巴细胞计数芯片与装
置［38］
Fig． 2 CD4 counting device based on microscope image
with magnetic beads［38］
3. 1 基于细胞显微图像的 CD4+ T 淋巴细胞计数方
法
3. 1. 1 基于复杂光学检测平台的 CD4+ T 淋巴细胞
计数方法
为了提高细胞计数检测的特异性与准确性，可
以采用免疫荧光标记 CD4+ T 淋巴细胞，再采用图
像识别的方法进行细胞计数［32］。为了提高细胞计
数检测的灵敏度，可以在微流控芯片反应腔中引入
主动混合，改善 CD4+ T 淋巴细胞与荧光标记物的
混合效率［33］。为了区分 CD4+ T 淋巴细胞与单核细
胞，可以同时使用抗 CD4 抗体与抗 CD3 抗体，其中
抗 CD4 抗体用于荧光标记，而抗 CD3 抗体则用于捕
获固 定 细 胞，由 此，可 以 有 效 克 服 单 核 细 胞 的 影
响［34，35］。用荧光标记 CD4+ T 淋巴细胞后，再借助
磁珠与外磁场实现特异性捕获与分离。然后，由
CCD( charge-coupled device) 相机与光学显微镜构成
的显微成像系统，获取芯片上均匀、分散分布细胞的
数字图像，由专用的图像处理算法实现 CD4+ T 淋
巴细胞的自动识别与计数［36 ～ 38］。




为与 CD4+ T 淋巴细胞相结合的磁珠，在磁场作用
下，均匀、分散分布在芯片反应腔上表面。图 2 下半
部分为计数检测装置的结构图。将微流控芯片放置
在检测装置的正下方，在 LED 灯的照射下，CD4+ T
淋巴细胞上标记的荧光通过物镜、聚焦透镜以及滤
光片进入到上方的 CCD 相机，得到细胞的荧光显微
图像。经图像处理算法，推算出 CD4+ T 淋巴细胞
个数。通过微流控芯片与图像检测装置的相互配
合，该方法实现了 CD4+ T 淋巴细胞的自动计数，其
不足之处在于需要一套复杂、精巧且体积较大的光
学显微成像系统。
图 3 基于 CCD 传感器阵列的无透镜式阴影成像计数方
法［39］
Fig． 3 CD4 counting based on cell shadow-image with
lensless CCD［39］




获 CD4+ T 淋巴细胞; 2 ) 快速识别捕获的细胞并实
现计数外，还需要应用简单、小巧的光学组件，在简
化细 胞 成 像 装 置 的 基 础 上，实 现 大 视 野 光 学 成
像［39］。针对这些问题，研究者提出了基于无透镜成
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像原理的 CD4+ T 淋巴细胞计数方法［39 ～ 42］。Moon
等应用一套光学传感器阵列( CCD 传感器) 通过检
测细胞阴影实现计数，如图 3 所示［39］。图 3 ( a) 为
检测装置工作原理图。微流控芯片中固定的抗 CD4
抗体捕获 CD4+ T 淋巴细胞后，检测光进入芯片，经
细胞衍射后的光信号最终到达芯片下方的 CCD 传
感器阵列。图 3 ( b) 为微流控芯片、CCD 传感器整
列及信号处理电路模块的实物图。图 3 ( c) 为微流
控芯片实物图，在细胞计数检测区域，可以看到被捕
获后均匀分布的 CD4+ T 淋巴细胞。
图 4 基于手机的 CD4+ T 淋巴细胞计数方法［43］











型 CD4+ T 淋巴细胞计数装置，如图 4 所示［43］。图
4 ( a) 展 示 的 检 测 平 台 尺 寸 为 55 mm × 35 mm ×
27. 9 mm。如 图 4 ( b ) 所 示，光 学 组 件 总 重 量 为
18 g，结构简单，主要包括一个透镜、一个滤光片、
两个 LED 以及一块电池，而检测器即为手机自带
的 CMOS ( complementary metal oxide semiconductor，
互补金属氧化物半导体) 照相机。图 4 ( c) 描述了











随着人们对 CD4+ T 淋巴细胞计数检测研究的
不断突破，迄今为止，世界上已经有为数不多的公司
推出了商品化 CD4+ T 淋巴细胞计数检测装置。其
中，一个典型代表是由 Alere Inc． 推出的 Alere Pima，





细胞后，全血样品中的 CD4+ T 淋巴细胞分别被抗
CD4 抗体、抗 CD3 抗体上的双色荧光所标记，由此
可以克服其它类型细胞，尤其是单核细胞对 CD4+ T
淋巴计数的影响。如图 5( a) 所示，便携式检测仪通
过双色 LED 灯分时激发 CD4+ T 淋巴细胞上标记的
双色荧光，并由 CCD 照相机获取实时荧光图片，经
图像处理算法，最终得到 CD4+ T 淋巴细胞的个数。
图 5( b) 为 CD4+ T 淋巴细胞计数微流控检测卡及配
套检测仪的实物图。
图 5 Alere Pima CD4+ T 淋巴细胞计数检测装置［44］
Fig． 5 Commercial CD4 counting device: Alere Pima［44］
3. 2 基于单细胞光、电信号的 CD4+ T 淋巴细胞计
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灵敏度，还可以用标记抗体的微球与 CD4+ T 淋巴
细胞相结合来放大 AC 阻抗信号，通过记录细胞经
过检测区域时的脉冲信号，实现 CD4+ T 淋巴细胞
计数［48］。另外，还可以将阻抗法与免疫亲和色谱
法［45］、荧光检测法［46］等其它方法相结合，通过多参
数联合检测，提高 CD4+ T 淋巴细胞计数检测的灵
敏度和准确性。
Watkins 等结合阻抗测量和免疫亲和性色谱分
析法，设计了一种新型的微流控 CD4+ T 淋巴细胞
电差分计数芯片［45］。如图 6 ( a) 所示，该芯片包括
三个部分: 进样腔、捕获腔和终端腔。为了实现差
分检测，分别在进样腔和捕获腔之间设置入口传
感器，在 捕 获 腔 和 终 端 腔 之 间 设 置 出 口 传 感 器。






此产生 的 信 号 脉 冲 会 被 出 口 传 感 器 所 记 录。随





号脉冲个数，可以推算出样品中 CD4+ T 淋巴细胞
的个数。
图 6 基于电差分的 CD4+ T 淋巴计数方法［45］
Fig． 6 CD4 counting based on electrical differential
signal［45］




















简单。Wang 等研究了基于化学发光原理的 CD4+ T
淋巴细胞计数检测微流控芯片［51］。全血样品流经微
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流控芯片时，微流控芯片内固定的抗 CD4 抗体会捕
获 CD4+ T 淋巴细胞。为了克服单核细胞的影响，在
CD4+ T 淋巴细胞表面，通过 CD3 抗体固定了辣根过
氧化氢酶，与化学发光底物进行反应，产生化学发光
信号。由于光信号强度与所捕获的 CD4+ T 淋巴细胞
个数成正比，由此可以推算出 CD4+ T 淋巴细胞的个






Fig． 7 Layout of electrode for CD4 capturing and
counting［54］
4. 2 基于阻抗的 CD4+ T 淋巴细胞计数方法
另外，有人研究了利用电化学阻抗原理进行












极都固定有抗 CD4 抗体，均能捕获 CD4+ T 淋巴细
胞［54］。其工作原理为: 当工作电极捕获到CD4+ T 淋
巴细胞后，工作电极与计数电极之间产生阻抗差，由
此实现 CD4+ T 淋巴细胞计数。图 7 ( A) 、( B) 分别
是芯片原理图与实物图。芯片中央区域包括 200 个
工作电极( W． E． ) ，其与 4 个边角的信号导通片连
接。参考电极( Ｒ． E． ) 位于工作电极附近，而计数电
极( C． E． ) 处于远离工作电极的位置。图 7( C) 中的
( 1) 、( 2) 、( 3) 分别是工作电极在强光、暗光、混合光
下的光学成像图。
另外，还可以通过其它形式实现基于阻抗原理

















不同，该细胞计数装置通过检测 CD4+ T 淋巴细胞
裂解后引起的溶液阻抗变化来实现细胞计数，具有
背景信号低，检测灵敏度高的特点。国内，王珊珊等
实现了基于阻抗测量原理的 CD4+ T 淋巴细胞计数
检测微流控芯片［57］。






积高度来实现 CD4+ T 淋巴细胞计数的芯片［58］。该
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图 8 基于体积计数法的 CD4+ T 淋巴细胞检测微流控
芯片［58］
Fig． 8 CD4 counting based on volume size［58］
巴细胞的个数。同时，由于磁珠标记了荧光，也可以
通过检测细胞整体的荧光信号强度来计数。如图 8
所示，该芯片包含两个腔，P1 和 P2，样品入口在 P2
腔下方。在 P1 与 P2 之间通道的中间位置，有一个
用于堆积 CD4+ T 淋巴细胞的微通道，并在下方放
置永磁体。进样前，用手指按下 P1 上面的弹性膜，
随后松开，即可将样品吸入流动通道。据此，轮流挤












图 9 基于高度计数法的 CD4+ T 淋巴细胞检测微流控
芯片［59］
Fig． 9 CD4 counting based on the height value［59］
图 10 基 于 侧 向 流 纸 条 的 CD4 + T 淋 巴 细 胞 计 数 检
测［60，61］
Fig． 10 CD4 counting based on gold colloid lateral flow
strip［60，61］
胞与单核细胞。下反应腔用于 CD4+ T 淋巴细胞计
数。加入 100 μL 全血后，反应试剂中的高密度微球
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上包被的抗 CD4 抗体捕获 CD4+ T 淋巴细胞。最终
通过比较测试线与对照参考线的胶体金显色强度实
现了一种半定量的 CD4+ T 淋巴细胞计数检测。










小体积、使用方便快捷的 CD4+ T 淋巴细胞计数检





( PC，polycarbonate ) 、聚 甲 基 丙 烯 酸 甲 酯 ( PMMA，
polymethyl methacrylate) 的微流控芯片能够通过注
射模的方法实现快速、批量的生产与制作，这为实现
低成 本 的 医 疗 诊 断 提 供 了 有 力 保 障。为 了 实 现
POCT 现场检测，研究聚合物基的 CD4+ T 淋巴细胞
计数检测微流控芯片，有利于推动细胞计数检测装
置的实际应用，为 HIV /AIDS 提供更加经济、可靠、
方便的周期性诊疗环境。因此，可以预计，基于微流
控芯片的 CD4+ T 淋巴细胞计数检测技术的研究会
更加受到人们的关注与重视。
从检测原理分，基于微流控芯片的 CD4+ T 淋
巴细胞计数检测方法可以分为两大类: 基于单细胞
检测的 CD4+ T 淋巴细胞计数微流控芯片、基于多

































以方便国家医疗机构对 HIV /AIDS 患者的区域分布
信息及其变化趋势进行有效的记录与跟踪，对艾滋
病的流行与传播实施更加有效的监控。
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